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(54) Title: NEW METHOD FOR ISOLATING POLYSACCHARIDES 

(54) BesEeichnung: NEUES VERFAHREN ZUR ISOLIERUNG VON POLYSACCHARIDEN 

(57) Abstract 

The invention relates to a method for isolating polysaccharides, in particular for separating endotoxins from capsule polysaccharides of 
Oram--negative bacterial. The polysaccharides isolated by this method are preferably used for th eproduction of polysaccharide inoculants. 
The invention furthennore relates to inoculants containing polysaccharides isolated by the method described in this invention. 

(57) Zusanunenfossiuig 

Die Erfindung betrifft cin Verfahren zur Isolieiung von Polysacchariden, insbesonderc zur Abtrennung von Eiidotoxinen von 
Kapsel-Polysacchariden gram-negativer Bakterien. Die mit dem erfindungsgemftfien Verfahien isolierten Polysaccharide werden 
vorzugsweise zur Herstellung von Polysaccharidimpfstoffen verwendet Die Erfindung betrifft femer Impfstofife, die mit dem 
erfindungsgemaBen Verfahren isolierte Polysaccharide endialten. 
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Neues Ver£ahren zur Isolieriing von Polysaccharlden 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung von Po- 
lysacchariden, insbesondere zur Abtrennung von Endotoxinen 
von Kapsel-Polysacchariden gram-negativer Bakterien. Die mit 
dem erf indungsgemafien Verfahren isolierten Polysaccharide 
werden vorzugsweise zur Herstellung von Polysaccharidimpf - 
stoffen verwendet. Die Erfindung betrifft ferner Impfstoffe, 
die mit dem erf indungsgemaSen Verfahren isolierte Poly- 
saccharide enthalten. 

Fiir die Herstellung von Impf stoffen, insbesondere Poly- 
saccharidimpf stoffen aus bakteriellen Polysacchariden ist 
die Entfernung von Endotoxinen ein kritischer und entschei- 
dender Schritt im Verlaufe der Reinigung der Polysaccharide. 
Das im Stand der Technik am haufigsten verwendete Verfahren 
zur Abtrennung von Endotoxinen von bakteriellen Polysaccha- 
riden beruht auf einer Phenolextraktion, die gegebenenf alls 
mehrfach wiederholt werden mufi, bis der Endotoxingehalt den 
von den Gesundheitsbeh6rden erhobenen Anforderungen ent- 
spricht. Dieses Verfahren ist aufwendig und zeitraubend. 
Darfiber hinaus ist die Arbeit mit Phenol unangenehm und ver- 
ursacht unerwunschten toxischen Abfall. Aufierdem sind die 
mit diesem aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren er- 
zielbaren Ausbeuten an Polysacchariden haufig unbefriedi- 
gend. Andere Verfahren aus dem Stand der Technik zur Isolie- 
rung von bakteriellen Polysacchariden beruhen auf der Ver- 
wendung von Af f initatsaulen. Haufig sind diese fiir die Ge- 
sundheit bedenklich (z.B. die Verwendung von Polymyxin B- 
haltigem Saulenmaterial) . Daruber hinaus haben viele Saulen- 
materialien nur beschrankte Kapazitaten, was fur die Gewin- 
nung technisch verwertbarer Ausbeuten an Polysacchariden re- 
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lativ groSe und damit teure Saulen bedingt (vgl. z.B. US-A 
5,045,456, US-A 5,039,610 und US-A 5,034,519). 

Der Erfindung lag somit die Aufgabe zugrunde, ein verein- 
fachtes, wirtschaf tlich sinnvolles und fiir die Gesundheit 
weniger belastendes Verfahren zur Isolierung von Polysaccha- 
riden bereitzustellen. Die Losung dieser Aufgabe wird durch 
die in den Anspriichen gekennzeichneten Ausfuhrungsformen er- 
reicht • 

Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur Isolierung 
von Polysacchariden, wobei man folgende Schritte durchfiihrt: 

(a) Mischen einer bakteriellen Polysaccharidf raktion mit 
einer Detergenslosung; 

(b) Alkoholzugabe zu einer Endkonzentration, die unter der 
Konzentration liegt, bei der das Polysaccharid ausfallt; 

(c) Mischen der Losung; 

(d) Filtrieren der Losung; 

(e) Abtrennung des Polysaccharids von Detergens und Alkohol. 

Bakterielle Polysaccharidf raktionen, die im erf indungsge- 
maSen Verfahren eingesetzt werden kdnnen, sind durch im 
Stand der Technik bekannte Verfahren herstellbar; vgl. z.B. 
Gotschlich et al., J. Exp. Med. 129 (1969), 1349-1365 sowie 
Schneerson et al., J. Exp. Med. 152 (1980) 361-376. Die Al- 
koholkonzentration, bei der das Polysaccharid in Gegenwart 
der Detergens 15sung ausf&llt, ist fur den Fachmann.auf kon- 
ventionelle Weise bestimmbar. Beispielsweise kann diese Kon- 
zentration durch einfache Testreihen ermittelt werden. 

Das Umsetzen der Losung, d.h. das Ausf alien des Endotoxins 
aus der Polysaccharidlosung erfolgt iiblicherweise 1 Minute 
bis 1 Stunde, kann aber auch mehrere Stunden erfolgen. Das 
erf indungsgemaSe Verfahren ist im Gegensatz zu den im Stand 
der Technik bekannten Verfahren einfach, schnell, billig und 
verursacht weniger toxischen Abfall. Dariiber hinaus sind die 
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Ausbeuten an Polysaccharid deutlich hoher. Das erf indungsge- 
mSiSe Verfahren beruht auf einer selektiven Alkoholf allung in 
Gegenwart von mindestens einem Detergens, welches nicht . ko- 
valente Interaktionen zwischen Polysacchariden, Lipopoly- 
sacchariden und Proteinen aufhebt. 

In einer beyorzugten Ausfuhrungsform des erf indungsgemaSen 
Verfahrens ist der zuzugebende Alkohol Ethanol. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des. erfin- 
dungsgemaSen Verfahrens erfolgt die Abtrennung des Poly- 
saccharids von Detergens und Alkohol durch Fallung des Poly- 
saccharide durch weitere Alkohol zugabe 

Diese Ausfuhrungsform des Verfahrens ist besonders vorteil- 
haft, da die Polysaccharidf Sllung und damit die Abtrennung 
von Detergent ien und Alkohol durch einfache weitere Zugabe 
des Alkohols erreicht werden kann. In einer anderen Ausfilh- 
rungsform kann die Fallung des Polysaccharids auch durch 
Zugabe eines Alkohols erreicht werden, der sich von dem un- 
terscheidet, der in Schritt (b) verwendet wird, 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung be- 
trifft ein Verfahren, wobei die Polysaccharide aus gram-ne- 
gativen Bakterien stammen. In einer besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsform sind die gram-negativen Bakterien Bakterien 
der Gattung Haemophilus > Neisseria, Klebsiella oder Escheri- 
chia und insbesdndere der . Art Haemophilus influenzae (Typ 
b) , Neisseria meningitidis, Klebsiella pmeumoniae oder 
Escherichia coli. Bei den hier in Rede stehenden Polysaccha- 
riden handelt es sich urn Kapsel- Polysaccharide. 

Die Isolierung von Polysacchariden aus Bakterien dieser Gat- 
tungen bzw, Arten ist deshalb besonders bevorzugt, da sich 
diese Polysaccharide zur Impfung gegen folgende Krankheiten 
eignen: Meningitis, Epiglottitis, Otitis media, Pneiimonie, 
Arthritis, Sepsis, nosokomiale Infektionen, Harnwegsinfek- 
tionen und Gastroenteritis. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm des erfin- 
dungsgemaj^en Verfahrens ist das Detergens ein anionisches 
Tensld. Besonders bevorzugt ist ein Verfahren, wobei das 
anionische Tensid ein Alkylsulfat, beispielsweise Natriumdo- 
decylsulfat (SDS) ist. 

Der Vorteil des Einsatzes von SDS im erf indungsgemaSen Ver- 
fahren liegt u,a- darin, dafi SDS von einer Vielzahl von Her- 
stellern bezogen werden kann uhd daruber pinen giinstigen 
Verkauf spreis aufweist. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm des 
erf indungsgemaSen Verfahrens ist die Tensidkonzentration in 
der der Polysaccharidf raktion in dem oben genannten Schritt 
(a) zugesetzten Losung h5.chstens 20 % (Gew./Gew.). Wie be- 
reits vorstehend erwahnt, ist das Tensid vorzugsweise ein 
Alkylsulfat und beispielsweise SDS. 

Erf indungsgemafi besonders bevorzugt ist ein Verfahren, wobei 
die Tensidkonzentration in der Polysaccharidlosung, bei- 
spielsweise die SDS-Konzentration, 0,1 % bis 4 % (Endkonzen- 
tration, Gew./Gew.) betragt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm des erf in- 
dungsgemaSen Verfahrens wird der Alkohol in Schritt (b) zu 
einer Endkonzentration zu der Losung gegeben, die etwa 10 % 
unter der Konzentration liegt, hex der das Polysaccharid 
ausfallt. 

Es hat sich durch empirische Testreihen herausgestellt , daS 
die Zugabe des Alkohols im Schritt (b) zu dieser Endkonzen- 
tration besonders vorteilhaft ist, weil der Verlust an Poly- 
saccharid bei dieser Konzentration gering ist und Endotoxin 
trotzdem effizient ausgefallt wird. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm des erfin- 
dungsgemSSen Verfahrens ist die Ausgangskonzentration an Po- 
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lysacchariden in der Polysaccharidf raktion gr6Ser als 10 
mg/tnl . 

wahrend das erf indungsgemaSe Verfahren auch mit geringeren 
Ausgangskonzentratlonen an Polysacchariden in der Poly- 
saccharidfraktion durchgefiihrt werden kann, sollte die vor- 
stehend genannte Konzentration als Mindestkonzentration be- 
sonders aus . wirtschaf tlichen Gesichtspunkten im erfindungs- 
gemaSen Verfahren eingesetzt werden. 

Eine weitere bevorzugte Aus fiihrungs form der Erfindung be- 
trifft ein Verfahren, wobei die Filtration durch einen Poly- 
merfilter erfolgt. 

In einer anderen bevorzugten Aus fiihrungs form des erfindungs- 
gemafien Verfahrens wird ftir die Filtration ein Tiefenfilter 
eingesetzt. 

Der Begriff "Tiefenfilter" bedeutet im Zusammenhang mit. der 
vorliegenden Erfindung einen Filter, der im Gegensatz zu 
einem Membranf ilter (2-dimensional) eine 3 -dimensionale 
Struktur (Tiefe) besitzt. Dieser Aufbau hat zur Folge, daS 
ein Tiefenfilter eine hohe Partikelriickhaltekapazitat be-, 
sitzt und entsprechend nicht so schnell verstopft. 
Der Einsatz von Polymer- bzw. Tiefenf iltern hat sich erfin- 
dungsgemSiS besonders bewahrt. Dabei ist zu berucksichtigen, 
daS ein Polymerf ilter auch Tiefenfilter und umgekehrt ein 
Tiefenfilter auch ein Polymerf ilter sein kann, daS diese Be- 
dingung jedoch nicht zwingend ist. 

Die Isolierung der Polysaccharide nach dem erf indungsgemaSen 
Verfahren stellt sich als besonders effizient dar, wenn zur 
Filtration Tiefenfilter eingesetzt werden. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm des erf in- 
dungsgemaSen Verfahrens ist der Polymerf ilter und/oder der 
Tiefenfilter ein Polyprppylenf ilter . 

Die Erfindung betrifft ferner einen Polysaccharidimpf stof f , 
der dadurch gekennzeichnet ist, daS er ein Polysaccharid 



wo 98/32873 



6 



PCT/£P98/00268 



entMlt, das nach dem erf indungsgemafien Verfahren isoliert 
wurde. Gegebenenfalls enthSlt dieser Polysacchariditnpf stof f 
femer einen pharmazeutisch vertraglichen Trager, Beispiele 
fur derartige TrSger sind Tetanustoxoid, Diphtherietoxoid, 
Pseudomonas Exotoxin A und Choleratoxln . 

Der erf indungsgemSSe Polysacchariditnpf stof f ist wie den vor- 
stehenden Ausfuhrungen entnommen werden kann, besonders ein- 
fach und biilig herstellbar. Seine Herstellung ist daruber 
hinaus fur das Laborpersonal aus gesundheitlicher Sicht be- 
sonders unbedenklich. Ein Beispiel fur den erf indungsgemafien 
Impf stof f ist ein auf Meningokokkenpolysaccharid basierender 
Impfstoff. Diese wie auch die nachfolgend genannten Ausfiih- 
rungsformen des erf indungsgemafien Impfstoffs werden parente- 
ral, verabreicht/ wobei die Verabreichung ein bis mehrere 
Male und vorzugsweise (wo nicht anders angezeigt) mehrere 
Male erfolgt. Ublicherweise wird die Verabreichung intramus- 
kular Oder subkutan verabreicht, wobei pro Dosis 1-50 (ig 
Polysaccharid eingesetzt werden. 

Der erf indungsgemafie Polysaccharidimpf stof f eignet sich ins- 
besondere zur Impfung gegen Meningitis, Epiglottitis, Otitis 
media, Pneumonie, Arthritis, Sepsis, nosokomiale Infektio- 
nen, Harnwegsinf ektionen oder Gastroenteritis. Daruber hin- 
aus kann der eirf indungsgemafie Polysaccharidimpf stof f jedoch 
auch f<ir die Impfung gegen andere Krankheiten eingesetzt 
werden, die durch Kapselpolysaccharide tragende gram- nega- 
tive Bakterien verursacht werden. 

AuSerdem betrifft die Erfindung ein Konjugat, das aus einem 
nach dem erf indungsgemafien Verfahren isolierten Polysaccha- 
rid und einem chemisch damit verkniipften pharmazeutisch ver- 
traglichen Protein besteht . Beispiele fur derartige Proteine 
sind Tetanus toxoid, Diphtherietoxoid, Pseudomonas Exotoxin A 
und Choleratoxin. Bevorzugte Dosen umfassen 1-20 fig an Kon- 
jugat . 
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Dariiber hinaus betrifft die Erfindung einen Konjugatimpf - 
stoff, der ein nach dem erf indungsgemaSen Verfahren isolier- 
tes . Polysaccharid und chemisch damit verknupf t ein pharma- : 
zeutisch vertragliches Protein enthalt. 

Der erf indungsgemSfie Konjugatimpf s toff wird bevorzugt fur 
die Immunisierung bzw. Prophylaxe gegen die vorgenannten 
Krankheiten eingesetzt. 

Insbesondere bevorzugt ist dabei, daS die Immunisierung bei 
Kleinkindern durchgefuhrt wird. 

Die Erfindung betrifft des weiteren einen Kombinationsimpf - 
stoff , der ein nach dem erf indungsgmaSen Verfahren isolier- 
tes Polysaccharid oder ein erf indungsgemaSes Konjugat sowie 
eine weitere immunogene Komponente enthalt, wobei die zu- 
satzliche immunogene Komponente vorzugsweise eine Immunant- 
wort gegen ein Pathogen induziert, das ein anderes Pathogen 
als das ist, aus dem das Polysaccharid stammt . Beispiele fur 
einen Kombinationsimpf stoff ist ein Haemophilus influenzae- 
Impfstoff, in dem das entsprechende Polysaccharid mit Teta- 
nustoxoid konjugiert ist. Zusatzlich konnen in diesem Impf- 
stoff z.B. Pertussis-, Diphtherie-, Tetanus- und Hepatitis 
B-Komponenten formuliert werden. Bevorzugte Dosen umfassen 
1-20 fig an Polysaccharid im Kombinationsimpf stoff , besonders 
bevorzugt sind 1-10 /xg, beispielsweise beim vorstehend be- 
schriebenen Haemophilus influenzae Kombinationsimpf stoff an 
Haemophilis inf luenzae-Polysaccharid. Bevorzugte Dosen fur 
Diphtheriekomponenten sind in diesem Impf stoff 15-25 Lf 
(Limit of f locculation) , fiir Tetanuskomponenten 5-10 Lf und 
fur Pertussiskomponenten mehr als 4 IE (Internationale 
Einheiten) . Der Fachmann kann Dosen/Konzentrationen weiterer 
Komponenten im erf indungsgemaSen Kombinationsimpf stoff nach 
Standardverfahren/Standardvorschrif ten bestimmen. Der erfin- 
dungsgemSBe Kombinationsimpf stoff wird vorzugsweise nur 
einmal verabreicht. 
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Vorzugsweise ist die weitere immunogene Komponente ein 
Diphterie-, Tetanus-, Pertussis-, Hepatitis B- oder Polio- 
myelitis-Antigen. 

SchlieSlich betrifft die Erfindung die Verwendung eines Po- 
lysaccharids , das nach dem erf indungsgemaSen Verfahren iso- 
liert wurde, als Zwischenprodukt fur die Herstellung eines 
Konjugat- oder Kombinationsitnpf stof f es • Das Zwischenprodukt 
wird . dabei mit einem pharmazeutisch vertraglichen Protein 
chemisch zum Konjugat verkniipft. Dement sprechend betrifft 
die Erfindung vorzugsweise eine Verwendung, wobei der Konju- 
gat- Oder Kombinationsimpf stof f als Wirkkomponente ein Kon- 
jugat enthalt, das aus einem nach dem erf indungsgemafien Ver- 
fahren isolierten Polysaccharid und einem chemisch damit 
vefkniipften pharmazeutisch vertrSglichen Protein besteht. 

Die Beispiele erlautern die Erfindung • 

Beispiel 1 

iBolierung eines Haemophilus influenzae Typ b Kapsel-Poly- 
sac char ids 

Eine nach konventionellen Verfahren auf gearbeitete Kapsel- 
Polysaccharidf rakt ion .( PRP , Polyribosy Iribitolphosphat ) aus 
Haemophilus influenzae Typ b wird in einer Konzentration von 
> 10 mg/ml mit einer 4%-igen SDS-Losung gemischt. Daraufhin 
wird Ethanol zu einer Endkonzentration zugegeben, die etwa 
10 % unter der Konzentration liegt, bei der das Polysaccha- 
rid auszuf alien beginnt. Die Losung wird etwa 20 Minuten 
lang gemischt, wobei auch Zeitraume von 1 Minute bis mehrere 
Stunden geeignet erscheinen, worauf sich eine leichte 
Triibung einstellt. AnschlieSend wird durch einen Polypropy- 
len-Tief enf ilter filtriert. Die Endotoxine werden durch die- 
sen Filtrationsschritt abgetrennt und verbleiben im Filter. 
Vermutlich sind sowohl Filtrations- als auch Adsorptionsef - 
fekte fiir die Abtrennung der Endotoxine verantwprtlich. Das 
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f iltrierte Polysaccharid wird anschlieSend durch weitere 
Ethanolzugabe gefSllt, wobei das SDS in Losung verbleibt. 
Das gefailte Polysaccharid kann durch weitere Ethanolf allxin- 
gen von bleibenden SDS-Verunreinigungen abgetrennt werden. 
Eine weitere Aufarbeitung des Polysaccharides sowie die Kon- 
fektionierung als Impfstoff, wobei das Polysaccharid vor- 
zugsweise chemisch mit einera geeigneten Tragerprotein ver- 
knCipft wird, erfolgt nach im Stand der Technik bekannten, 
ublichen. Verfahren. In der genannten bevorzugten Ausfiih- 
rungsform ist das Polysaccharid auch ein Zwischenprodukt fiir 
einen Konjugatimpf stof f . 

Beispiel 2 

Isoliertmg von Neisseria meningitidis Typ (A) und (C) Kap- 
sel-Polysacchariden 

Neisseria meningitidis Typ (A) und (C) Kapsel- Polysaccharide 
warden den gleichen Verfahrensschritten, wie in Beispiel 1 
beschrieben , unterworf en . 

Die Ausbeuten an mit den in den Beispielen 1 und 2 beschrie- 
benen Verfahren erhaltenen Polysacchariden sind in Tabellen 
I und II dargestellt. Es zeigt sich, dafi die Ausbeute an 
Haemophilus influenzae Typ (b) Kapsel -Polysaccharid, die mit 
dem erf indungsgemafien Verfahren erhaltlich ist, wesentlich 
hoher ist als Polysaccharid, das mit im Stand der Technik 
bekannten Verfahren (Phenolextraktion) erhalten werden kann. 
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Tabelle I 



Isolierung von H. influenza Typ b Kapselpolysaccharid (PRP) 



PRP-Chargen- 
nummer^ 



Verfahren 



PRP-Menge 

(g) 



Endotoxin 
vorher nachher 
(EU//xg/PRP) 



PRP-Ausbeute 
(%) 



27 5 X Phenol 8,3 

627095 EtOH/SDS 1,9 

611496 EtOH/SDS 75 



475 26 
72,5 0,11 
55 <0,05 



67 
>95 
>95 



Bel den Chargennummem handelt es sich urn interne Nummem des Anmel- 
ders, CH- Serum. Die Chargen wurden nach ublichen Verfahren herge> 
stent. 

Tabelle II 

Isolierung von N. meningitidis Qruppe C Kapselpolysaccharid (GCMP) 



GCMP-Char- Verfahren GCMP-Menge 
gennummer^ (g) 



Endotoxin 
vorher nachher GCMP-Ausbeute 
(EU/^g/GCMP) (%) 



150396 
905096 
906096 



EtOH/SDS 
EtOH/SDS 
EtOH/SDS 



7,3 
7,5 
7,8 



46,8 7,7 
256 1,1 
85 0,1 



92 
77 
67 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Isolierung von Polysaccharideri/ wobei man 
folgende Schritte durchfiihrt: 

(a) Mischen einer bakteriellen Polysaccharidf raktion mit 
einer Detergensl6sung; 

(b) Alkoholzugabe zu einer Endkonzentration, die unter 
der Konzentration liegt, bei der das Polysaccharid 
ausfallt ; 

(c) Mischen der Losung; 

(d) Filtrieren der Losung; 

(e) Abtrennung des Polysaccharids von Detergens und Al- 
kohol • 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Alkohol Ethanol 
ist- 

3 . Verfahren nach Anspruch 1 oder 2 , wobei die Abtrennung 
des Polysaccharids durch Fallung des Polysaccharids 
durch weitere Alkoholzugabe erfolgt. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei die 
Polysaccharide aus gram-negativen Bakterien stammen. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei die gram-negativen Bak- 
terien Bakterien der Gattuhg Haemophilus, Neisseria, 
Klebsiella oder Escherichia und insbesondere der Art 
Haemophilus influenzae (Typ b) , Klebsiella pneumoniae, 
Neisseria meningitidis oder Escherichia coli sind, 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei das 
Detergens ein anionisches Tensid ist. 

7. Verfahren nnach Anspruch 6, wobei das anionische Tensid 
eiri Alkylsulf at , beispielsweise Natriumdodecylsulf at 
(SDS) ist. 
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8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 1, wobei die Tensidkon- 
zentration in der der Polysaccharidf raktion in Schritt 
(a) zugesetzten Losung hochstens 20 % (Gew./Gew.) be- 
tragt. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei die Tens idkonzent rat ion 
in der Polysaccharidlosung 0,1 % bis 4 % (Endkonzentra- 
t ion f Gew . /Gew . ) bet ragt . 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, wobei der 
Alkohol in Schritt (b) zu einer Endkonzentration zu der 
Losung gegeben wird, die etwa 10 % unter der Konzentra- 
tion liegt, bei der das Polysaccharid ausfallt. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, wobei die 
, Ausgangskonzentration an Polysacehariden . in der Poly- 
saccharidf raktion groSer als 10 mg/ml ist. 

12 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11 , wobei die 
Filtration durch einen Polymerf ilter erfolgt. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, wobe^i die 
Filtration durch einen Tiefenf ilter erfolgt- 

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, wobei der Polymer- 
filter und/oder der Tiefenfilter ein Polypropylenf ilter 
ist. 

15. Polysaccharidimpf stof f , dadurch gekennzeichnet , daS er 
ein Polysaccharid enthcLlt, das nach dem Verfahren. nach 
einem der Anspruche 1 bis 14 isoliert wurde, spwie gege- 
benenfalls einen pharmazeutisch vertraglichen Trag.er. 

16. Polysaccharidimpf stof f nach Anspruch 15 zur Prophylaxe 
gegen Meningitis, Epiglottitis, Otitis media, Pneumonie, 
Arthritis, Sepsis, nosokomiale Infektioneh, Harnwegsin- 
f ektionen oder Gastroenteritis . 
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17. Konjugat, dadurch gekennzeichnet , daS es aus einem Poly- 
saccharid besteht, das nach dem Verfahren nach einem der 
Ansprflche 1 bis 14 isoliert wurde, sowie einem chemisch 
damit • verkniipf ten pharmazeutisch vertraglichen Protein. 

18. Konjugatimpf stof f , dadurch gekennzeichnet, daS er ein 
Polysaccharid enthalt, das nach dem Verfahren nach einem 
der Anspriiche 1 bis 14 isoliert wurde, sowie ein che- 
misch damit verkniipftes pharmazeutisch vertragliches 
Protein, 

19. Kombinationsimpf stof f , dadurch gekennzeichnet , daiS er 
ein Polysaccharid, das nach dem Verfahren nach einem der 
Anspriiche 1 bis 14 isoliert wurde oder ein Konjugat nach 
Anspruch 17, sowie mindestens eine weitere immunogene 
Komponente enthSlt . 

20. Kombinationsimpf stof f nach Anspruch 19, wobei die wei- 
tere immunogene Komponente ein Diphterie-, Tetanus-, 
Pertussis-, Hepatitis B- oder Poliomyelitis-Antigen ist. 

21. Verwendung eines Polysaccharids , das nach einem Verfah- 
ren nach einem der Anspriiche 1 bis 14 isoliert wurde, 
als Zwischenprodukt fiir die Herstellung eines Konjugat - 
Oder Kombinationsimpf stof fes . 

22. Verwendung nach Anspruch 20, wobei der Konjugat- oder 
Kombinationsimpf stof f als Wirkkomponente ein Konjugat 
enthait, das aus einem Polysaccharid, das nach einem 
Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14 isoliert 
wurde und einem chemisch damit verkniipf ten pharmazeu- 
tisch vertraglichen Protein besteht . 
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